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                    INTRODUZIONE: 
 
 
 
 
 
L’angiogenesi,sino al 1997 è stata considerata come  un processo 
biologico in grado di diminuire l’ipossia locale in un tessuto a livello 
vascolare tramite la formazione di nuovi vasi a partire da un vaso 
preesistente;  
la vasculogenesi cioè la formazione di vasi “de novo” comprendente  
l’angiogenesi e l’arteriogenesi, poteva avvenire solo nel feto qualora 
un progenitore endoteliale denominato “angioblasto” fosse riuscito a 
differenziarsi in una cellula endoteliale matura, dando origine a nuovi 
vasi tissutali. 
 Nel 1997 Asahara ed altri, furono in grado di isolare una 
popolazione di cellule circolanti nel torrente ematico, che mostravano 
caratteristiche proprie sia alle cellule endoteliali mature sia alle 
cellule progenitrici  cioè a cellule più ancestrali. 
 Queste cellule furono denominate cellule endoteliali progenitrici 
(EPCs) e fu postulata l’ipotesi che potessero avere la capacità 
intrinseca di dare origine a cellule endoteliali mature tramite un 
processo denominato vasculogenesi postnatale.  
La formazione “de novo” di vasi, venne così attribuita non come 
abilità di una singola popolazione cellulare di formare endotelio, ma 
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piuttosto  ad un complessa collaborazione di differenti sottoclassi di 
cellule progenitrici, alcune delle quali  con la capacità di diventare 
cellule endoteliali maturare e formare il lume dei vasi, mentre altre 
con la capacità di reclutare cellule tramite un’attività prettamente di 
tipo secretorio ed infine con anche  
l’ausilio da parte dell’endotelio danneggiato di comunicare in 
maniera paracrina con ambedue le classi di cellule 
precedentemente citate.  
Indipendentemente dalle loro diverse caratteristiche e abilità 
intrinseche, queste due popolazioni cellulari furono classificate 
unicamente con il termine di EPCs.(1) 
A seguito di numerosi studi,  le EPC sono oggi indentificate come 
una piccola sottopopolazione di cellule del mononucleate presenti 
nel torrente circolatorio (circa lo 0,2 % di tutte le cellule 
mononucleate presenti nel sangue periferico); 
 sono stati sperimentati differenti metodiche di  cultura cellulare in 
vitro onde cercare di selezionare ed espandere questa popolazione; 
per lo piu sono stati descritti 2 differenti metodi di coltura cellulare 
con i quali si è in grado di espandere due diverse sottopopolazioni 
cellulari denominate l’una early e l’altra late a seconda del tempo di 
crescita delle colonie in vitro; 
il primo metodo fu utilizzato per la prima volta da asahara ed altri e 
successivamente modificato; in questo metodo cellule 
mononucleate prelevate dal sangue periferico oppure da sangue di 
midollo osseo, sono seminate su piastre precedentemente coatate 
con fibronectina; dopo circa 48 ore le cellule non aderenti sono 
7 
 
prelevate (onde evitare una contaminazione di macrofagi e altre 
cellule) e seminate in altri pozzetti precedentemente coatati con 
fibronectina.Il secondo metodo scoperto da Ingram ed al, 
comprende invece una prima semina e lo scarto delle cellule non 
aderenti dopo 2 giorni di coltura.(1;2) 
 
 
Differenza nella formazione di colonie: 
 
 
Early Endothelial progenitor cells: 
Con il primo metodo di coltura, sperimentato da Asahara et al, le  
colonie tendono ad emergere dopo circa 5-9 giorni dalla seconda  
semina; al microscopio ottico si puo osservare come esse 
siano formate da un core centrale di cellule di forma rotondeggiante  
mentre alla periferia dellacolonia si possono notare cellule con  
prolungamenti terminali (denominate infatti spindle shape  
cells). 
Le colonie tendono a scomparire intorno alla seconda settimana di  
coltura. (1) 
 
Late Endothelial progenitor cells:  
Con il secondo metodo di coltura, le colonie tendono a formarsi tra  
il 7 e il 21 giorno; hanno differentemente dalle early una morfologia 
denominata a ciottolo essendo infatti per lo più tutte cellule dalla 
forma rotondeggiante. 
Le colonie tendono a scomparire intorno alla terza settimana di 
cultura. (1) 
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Proprietà fenotipiche di EPCs 
 
 
Per ciò che riguarda gli antigeni di superfice, ambedue le 
sottopopolazioni di EPC tendono ad esprimere il CD34, il recettore 
del Vascular Endothelilia Growth Factor 2 e il CD133 (detto anche 
KDR). 
Le early EPCs esprimono inoltre un fenotipo molto simile a quello di 
cellule di derivazione monocito-macrofagica in quanto hanno un’alta 
espressione di cd31, von willdebrand factor e UEA1. 
Un ulteriore marker espresso è il CD115. 
Hanno inoltre espressione di CD45 e di CD14 che sono due 
antigeni propri di monociti e macrofagi. 
Al contrario le Late EPCs non esprimono il CD14 e solo molto 
debolmente il CD45 che viene mano a mano perso con il passare 
dei giorni in cultura. 
Recentemente è stato inoltre osservato come invece abbiano 
l’espressione del cd 144, del recettore della vitamina D  e dell’acido 
retinoico. (3) 
(vedi tabella 1) 
 
 
 
Caratteristiche biologiche: 
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è stato pubblicato come sia le late che le early EPCs siano in 
grado di fagocitare Escherichia Coli e di avere un intake di LDL. 
Per ciò che concerne le early EPCs è noto come esse siano in 
grado di produrre numerose Citochine pro-infiammatorie e di 
secernerle a livello del flusso ematico (quali per esempio il1,il-8,-
il6 e tnf); verosimilmente queste citochine avrebbero un’azione 
chemotattica sia per ciò che riguarda le cellule di tipo 
infiammatorio sia per late EPCS nel sito di infiammazione 
endoteliale; 
è noto inoltre come tale popolazione cellulare non sia 
verosimilmente in grado di dare origine a veri e propri vasi 
sanguigni in vitro. 
Verosimilmente quindi la loro funzione, che non è stata ancora del 
tutto spiegata, potrebbe essere di reclutamento e di attivazione 
cellulare nel sito di danno vascolare: questa attivazione potrebbe  
avvenire o tramite un reclutamento delle late EPCs nel sito oppure 
tramite una comunicazione di tipo paracrino con l’endotelio. 
Inoltre è sa tenere in considerazione  è come questa popolazione 
cellulare sia prettamente di derivazione midollare:  
recentemente infatti è stato pubblicato come queste cellule, in 
pazienti portatori di policitemia vera ed aventi la mutazione JAK2, 
abbiano loro stesse tale mutazione. (2,3) 
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Le late EPCs possono essere considerate come le vere e proprie 
cellule progenitrici endotelilali; non hanno un’attività secretiva di 
citokine a livello del sito di danno endoteliale, ma è stato descritto 
come esse siano in grado di creare in vitro e in vivo nuovi vasi 
sanguigni; non sono clonalmente correlate a cellule di tipo 
monocitario-macrofagico derivanti dal midollo osseo; 
sono verosimilmente attivate e reclutate da numerosi fattori quali 
citochine pro-infiammatorie, fattori di crescita quali il G-CSF,e il 
GM-CSF; (4) la loro attività oltre a quella neoangiogenica è inoltre 
legata alla protezione del vaso sanguigno e ad un’attività di tipo 
anti calcifico riuscendo  comunicare con le cellule muscolari lisce 
dell’endotelio;(4) 
 l’osteopontina è una proteina secreta in circolo con attività anti 
calcifica; alcuni studi hanno visto come questa proteina sia 
espressa dalle late epc e da macrofagi in seguito ad attivazione 
con vitamina D attivata  facendo presupporre che le late EPCs 
possano in qualche maniera effettuare un’azione anti calcifica a 
livello della placca ateromasica. (8) 
L’osteocalcina invece è una proteina è una proteina che 
recentemente si è vista essere espressa dalle EPCs qualora 
acquisiscano un fenotipo osteogenico e in grado di avere 
un’azione pro calcifica. (7) 
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Inoltre le late epc sono in grado di essere attivate dalla produzione 
di e-nos che spesso è rilasciato dalle cellule muscolari a seguito di 
un eventuale danno ipossico; 
 altri fattori in grado di potenziare e di attivare le late EPCs sono il 
calcio, la vitamina D il cui recettore è stato recentemente 
individuato a livello della superficie cellulare di tale popolazione 
cellulare, il vascular endothelial growth factor;  (5;6) 
Inoltre numerosi sono i fattori in grado di potenziare l’attività delle 
late EPCs: tra questi le statine e i Fattori di crescita, gli ace-
inibitori e l’eritropoietina.  
Negli ultimi anni le cellule progenitrici endoteliali circolanti, per la 
loro capacità di contribuire alla neoangiogenesi, sono state target 
di numerosi studi clinici in svariati campi della medicina; si è infatti 
ipotizzato che le late endotelial progenitor cells, essendo 
considerate come vere e proprie cellule endoteliali progenitrici per 
la loro capacità neoangiogenica  intrinseca,  potessero avere un 
ruolo eziopatogenico in numerose patologie;nello specifico si è 
ipotizzato un ruolo importante delle EPCs in quelle patologie in cui 
sia presente  un’infiammazione sistemica e cronica riscontrando 
che la persistenza di flogosi è in grado di influenzare tale 
popolazione cellulare in maniera negativa per quanto concerne sia 
il numero di cellule in circolo sia le capacità  funzionali di tali 
cellule. (5) 
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Per ciò che riguarda l’ambito nefrologico, in numerose patologie e 
in special modo nell’insufficienza renale cronica in ultimo stadio ed 
in pazienti in emodialisi da lungo tempo, le più comuni 
complicanze sono quelle di tipo cardio-vascolare.  
Alcuni autori anno attribuito come causa di queste complicanze, la 
presenza di un “empairment” nel numero e nelle funzioni delle 
cellule endoteliali progenitrici circolanti e tale coinvolgimento è 
stato oggetto di numerosi studi. Sono state postulate numerose 
ipotesi a riguardo:  il siero uremico, ricco di tossine potrebbe 
sregolare l’attività delle cEPCs ed inoltre diminuirne il numero in 
circolo. La carenza di vitamina D inoltre potrebbe essere causa di 
un “empairment” delle abilità intrinseche delle cEPCs. La presenza 
di diabete mellito e di altre co-morbidità di tipo metabolico, 
potrebbe influenzare in maniera negativa il ruolo delle EPCs. 
Inoltre recentemente si è valutato anche un possibile ruolo di 
alcune proteine quali Clotho ed FGF23 (9). Tuttavia il meccanismo 
coinvolto nell’ empairment” tra EPCs e l’endotelio è tuttora 
sconosciuto ed in via di studio.  
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                            STATO DELL’ARTE: 
 
Negli ultimo anni, progenitori endoteliali circolanti, per il loro 
coinvolgimento nel processo di angiogenesi, sono stati target di 
differenti tipi di studi in vitro e di protocolli clinici in differenti campi 
della medicina, presupponendo che nel particolare le Late 
endothelial progenitor cells potessero avere un ruolo 
eziopatogenetico in numerose patologie, o al contrario per 
eventualmente essere utilizzate come agente terapico in alcune 
patologie; In particolare è stato ipotizzato un ruolo delle EPCs in 
patologie infiammatorie croniche, pensando che questa sotto 
popolazione di cellule mononucleate potesse essere influenzata in 
maniera negativa sia per quanto riguarda il numero, sia per ciò 
che riguarda le loro abilità di tipo riparatorio e angiogenico da una 
flogosi reiterata. 
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Questa ipotesi ha condotto numerosi studi atti ad investigare quale 
sia e se vi sia un vero e proprio ruolo delle EPCs in numerose 
patologie in differenti branche della medicina spaziando dalla 
cardiologia, alle malattie di stampo metabolico, alla oncologia, 
l’ambito autoimmune e nefrologico. 
 
 
Patologie di stampo metabolico: 
Negli ultimo anni molti studi clinici e in vitro, sono stati condotti per 
cercare di spiegare un possibile coinvolgimento di EPCS in alcune 
patologie di tipo metabolico tra le cui spicca la sindrome  
metabolica ed il diabete mellitus. 
Riguardo alla sindrome metabolica solo alcuni studi hanno 
studiato il possibile ruolo delle EPCS ma tutti quanti gli autori 
riportano che è presente un numero inferiore di EPCs rispetto 
al soggetto sano e che probabilmente questa alterazione nella 
popolazione di EPCs è dovuta alla ridotta presenza in circolo 
di fattori in grado di mobilizzare le cellule dal midollo osseo:tra 
questi fattori per esempio sono presenti l’IGF e il G-CSF (è da 
notare che la terapia con G-CSF e GM-CSf è in grado di 
aumentare drasticamente il numero di progenitori circolanti ed 
inoltre sia le late EPCs che le early EPCs esprimono sulla loro 
parete cellulare il recettore per il G-CSF eGM-CSF). 
15 
 
Un ulteriore possibile causa di questa alterazione nel numero 
di EPCS potrebbe essere imputabile ad una aumentata 
resistenza al Vascualr Endotelial Growth Factor come è noto 
avvenire in patologie metaboliche quali per esempio il diabete. 
Per ciò che concerne invece il diabete mellito e nel particolare 
il diabete mellito di tipo II, una possibile causa della 
disfunzione del numero e delle funzioni delle EPCs potrebbe 
essere la causa delle alterazioni a livello di riparazione 
endoteliale e di neoangiogenesi quindi di conseguenza una 
possibile concausa del manifestarsi di eventi di tipo 
cardiovascolari che in pazienti affetti da diabete mellito di tipo 
II sono la principale causa di morte.. 
A sostegno di questa ipotesi, alcuni studi hanno descritto 
come l’iperglicemia posa essere una concausa delle 
disfunzioni funzionale dei progenitori circolanti endoteliali. 
EPCs isolate dal sangue periferico di pazienti diabetici sono in 
minor numero rispetto a soggetti normali. 
Inoltre è stata riscontrata in soggetti diabetici una minor 
capacità di “homing”, angiogenesi e migrazione. 
Sono state postulate differenti ipotesi riguardo i possibili 
meccanismi che sono causa di tali alteraizoni : per prima cosa 
una difettiva produzione di alcuni fattori rilasciati normalmente 
dai tessuti quali per esempio e-NOS e SDF-1° ( è noto che tali 
fattori sono rilasciati in quantità minori rispetto al soggetto 
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normale da tessuti che hanno acquisito una resistenza 
all’insulina);inoltre la presenza e il rilascio di citokine 
infiammatorie da parte del tessuto danneggiato o di cellule 
infiammatori, potrebbe causare un difettivo “homing” di EPCS 
e un minore reclutamento delle stesse nel sito di 
danno.(10,11,12,13) 
 
 
           Patologie cardiovascolari: 
DA quando Asahara ed altri dimostrarono che le cellule 
endoteliali progenitrici sono in grado di creare “de novo” vasi e 
di riparare un eventuale vaso danneggiato, molti clini anno 
riposte la loro attenzione nello studio di EPC, prima per 
cercare di capire se queste potessero essere un’eventuale 
causa del danno cardiovascolare e successivamente se 
potessero essere usate come eventuale terapia a seguito di 
eventi cardiovascolari acuti per eventualmente migliorare l’”out 
come” di tali pazienti ed aumentarne il “lifespam”. 
In pazienti affetti da ipertensione è stato dimostrato che esiste 
un empairment tra il numero di EPCs circolanti e le loro 
funzioni di prevenzione del danno cardiovascolare rispetto a 
controlli sani. 
Una possibile spiegazione potrebbe essere l’aumentata 
produzione di ROS che è facilmente riscontrabile in pazienti 
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con ipertensione essenziale oppure la presenza in circolo in 
cronico di citokine infiammatorie ed infine lo stress di tipo 
ossidativo. 
È stato scoperto che l’angiotensina II, la quale modula 
normalmente le funzioni pressorie dell’organismo tramite lasse 
renina angiotensina aldosterone, sembra accelerare la 
senescenza delle EPC; il meccanismo tramite cui avverrebbe 
questo processo sembra essere esercitato dall’espressione e 
della proteina GP91phox e dalla eccessiva produzione di 
ROS. 
Gi ACE inibitori che spesso sono usati come terapia da soli o 
in co-terapia con sartani o calcio antagonisti e diuretici per il 
controllo pressori nel paziente iperteso, hanno dimostrato un 
efficacia non solo nel mantenere la pressione a livelli normali 
ma inoltre nel migliorare il quantitativo di EPCs in circolo e nel 
migliorarne le capacità anticalcifiche e di riparazione dei vasi 
eventualmente danneggiati. 
Numerosi sono I fattori che servono al reclutamento delle 
EPCs dal midollo osseo al sito di danno endoteliale; 
per la maggior parte essi sono l’SDF1, L’hypoxia inducible 
factor e il VEGF come precedentemente citato per quanto 
riguarda le malattie metaboliche. Queti fattori sono secreti 
dall’endotelio e da cellule la cui azione chemotattica, per 
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cercare di reclutare le cellule endoteliali nel sito indi riparare il 
vaso danneggiato. 
Alcuni autori hanno scoperto e dimostr4ato che dopo circa 712 
ore da un evento acuto di tipo ischemico, la presenza id pec in 
circolo, porta a una prognosi migliore, e può migliorare 
l’outcome del paziente; 
inoltre probabilmente un trapianto autologo di EPCs 
direttamente impiantabili nel lembo muscolare inferiore 
rispetto al sito delle vento acuto ischemico, porta a una 
guarigione e ad un prognosi migliore. 
Questo è dovuto soprattutto alla ripresa del flusso sanguigno 
normale tramite il formarsi e l’utilizzo dei vasi collaterali. 
(14,15,16,17,18) 
 
Patologie oncologiche: 
   
La neovascolarizzazione e la neoangiogenesi sono due “step” 
fondamentali nel processo di cancerogenesi; 
negli ultimi anno è stata avanzata la teoria che l’inibizione 
della neoformazione vascolare potrebbe risultare come 
un’efficace terapia antitumorale; le EPCs per la loro capacità 
intrinseca di formare vasi de novo, potrebbero giocare un 
ruolo di un certo significato nella formazione tumorale, per tale 
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motivo sono diventate un focus del’attenzione di molti 
sperimentatori in quanto una loro possibile inibizione potrebbe 
risultare efficace dal punto di vista terapeutico. 
Alcuni studi sono stati condotti affrontando la tematica di 
inibire l’angoigenesii in differenti tipi di carcinoma quali il 
cancro gastrico, il carcinoma polmonare, il carcinoma della 
mammella e quello intestinale nonché in alcune forme tumorali 
di pertinenza ematologica.  
È stato dimostrato che molti fattori proangiogenici some il 
VEGf e il B-FGF, insieme a numerosi altri sono secreti dalle 
cellule tumorali per il reclutamento a livello midollare delle 
EPCS fino al sito del tumore. 
 Alcuni studi clinici hanno evidenziato che l’efficacia di alcuni 
farmaci antiangiogeninici quali inibitori di proteosoma  NFKB 
inibitori etc, sono utili nell’inibire la neoangiogenesi. 
Comunque al contrario di un primo entusiasmo l ruolo reale 
delle epc nella creazione di nuovi vasi da parte di tumori è 
stato messo in discussione. (19,21,22,23,24) 
 
Patologie nefrologiche: 
In nefrologia, pazienti affetti da insufficienza renale cronica,  
ed in emodialisi da lungo tempo, hanno un peggiore prognosi 
di sopravvivenza, soprattutto per il verificarsi di eventi avversi 
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di tipo cardio-vascolare. C’è evidenza che il processo di 
aterosclerosi arteriosa è accelerato nei pazienti affetti da 
“Chronic kidney disease” ed inoltre il processo di  
neoangiogenesi che sarebbe comunque un grado di 
compensare un eventuale processo ischemico acuto, è 
comunque alterato. 
Questo fenomeno è stato per lo più spiegato dalla presenza di 
alcuni fattori di rischio quali per esempio l’aumentato livello di 
LDL sieriche, l’ipertensione arteriosa di stampo renale e 
alterazioni di tipo metabolico quale per esempio l’alterato 
metabolismo glucidico che spesso è presente in pazienti da 
lungo tempo nefropatici. 
Nella popolazione sana, le cellule endoteliali progenitrici, dopo 
una prima mobilizzazione che avviene dal midollo osseo 
tramite la secrezione di citokine e altri fattori chemotattici 
secreti dall’interstizio e dall’0endotelio dopo un evento di tipo 
ischemico, sono deputate al mantenimento  
dell’integrità dell’endotelio. 
Alcuni autori hanno imputato al malfunzionamento e al ridotto 
numero di EPCs in circolo, la causa della  maggiore possibilità 
di eventi cardiovascolari nel paziente con insufficienza renale 
cronica rispetto al soggetto sano. 
Sono stati attuati numerosi studi clinici e biologici atti a definire 
il reale ruolo delle EPCs e il loro impatto qualora siano 
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danneggiate in malattie renali croniche. C’è evidenza che in 
vitro le tossine presenti in un siero di tipo uremico, possano in 
qualche modo inibire le funzione delle cellule endoteliali 
progenitrici circolanti, diminuirne il  numero e d inoltre 
alterarne le capacità funzionali. 
A seguito di questo è stato evidenziato che anche in vivo, 
pazienti con alti livelli di tossine uremiche quali per esempio la 
beta2microglobulina, il fosfato, l’acido indolacetico hanno un 
minor numero di EPCs nel sangue periferico ed inoltre queste 
EPCS hanno alterazioni a livello funzionale. 
Alcuni autori  hanno quindi cercato di studiare se vi è una 
correlazione tra il numero di EPC e lo stadio della malattia 
renale: c’è evidenza sperimentale che sin dal primo stadio 
dell’insufficienza renale vi è un alterato numero di progenitori 
circolanti il quale diminuisce mano a mano che lo stadio della 
malattia è piu avanzato fino a giungere al livello di ERSD in cui 
si ha il picco più basso del numero di EPCs. 
Da notare comunque c’è che l’emodialisi è parzialmente in 
grado di migliorare il numero di EPCs in circolo;inoltre 
l’introduzione nella terapia di questi pazienti di eritropoietina 
ricombinante, oltre che a migliorare lo stato anemico di tali 
pazienti, sembra essere in grado di migliorare e di aumentare 
il reclutamento di EPCs dal midollo osseo. 
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Di recente è stata postulata l’ipotesi che alcune proteine quali 
per esempio CLOTHO, e FGF23 possano avere uin’influenza 
negativa in termini di funzioni di EPCs e ciò è stato  verificato. 
Solo di recente è stato ipotizzato che la carenza di vitamina D 
attivata possa giocare un ruolo nella patologia nefrologica 
coinvolgendo l’attivazione delle EPCs in maniera negativa ed 
inibendo in parte le loro abilità di tipo anti calcifico e 
neoangiogenico. 
La vitamina D è spesso riscontrata carente in molti pazienti 
affetti da insufficienza renale cronico da lungo tempo;  è da 
ricordare che la vitamina D, per avere funzione di calcio 
trasportatore deve essere attivata da un primo passaggio a 
livello epatico e da un secondo passaggio a livello renale 
subendo un idrossilazione tramite l’enzima 1,25 OH 
idrossilasi. 
Nel paziente con insufficienza renale cronica tale enzima visto 
il danno a livello renale è spesso diminuito e il paziente di 
conseguenza non avendo Vitamina D attivata a livello 
sufficiente, non è in grado di metabolizzare calcio a sufficienza 
con la dieta  e spesso a seguito dell’ipocalcemia, si instaura 
un iperparatiroidismo secondario che a sua volta è causa 
spesso si osteomalacia. 
L’introduzione nella terapia di calcitriolo o di paracalci tolo che 
è un analogo attivo della Vitamina D è in grado di migliorare o 
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di prevenire l’insorgenza di iperparatiroidismo; solo 
recentemente è stato studiato che pazienti affetti da malattia 
cronica renale, a seguito dell’introduzione nella terapia di 
calcitriolo e paracalcitolo hanno un “lifespan” migliore grazie 
soprattutto alla minore incidenza di eventi avversi di tipo 
cardiovascolare. 
Si è quindi rivalutata l’attenzione nel cercare di capire in quale 
maniera la presenza di vitamina D attivata possa migliorare il 
verificarsi di eventi aterosclerotici; si è visto che il numero di 
EPCS dopo la somministrazione di Vitamina D attivata è 
aumentato;  
tuttavia in pazienti  che assumono alte dosi di calcitriolo, la 
presenza di iperfosfatemia e ipercalcemia puo determinare 
calcificazioni a livello dell’intima.  
Al contrario la terapia con paracalcitolo, è comunque capace 
di ridurre la presenza di placche ateromasiche anche in 
presenza di alti livelli di tossine uremiche. 
(26-32) 
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          OBIETTIVI DELLO STUDIO: 
 
-  Valutazione delle proprietà biologiche delle EPCs in 
soggetto sano e di un metodo di coltura adeguato. 
 
- valutazione delle EPCs in un soggetto nefropatico. 
 
 
-  valutazione dell’eventuale effetto di calcio, calcitriolo e 
paracalci tolo sulle EPCs di unsoggetto nefropatico 
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             MATERIALI E METODI: 
 
Isolamento cellulare e coltura cellulare: 
Sono stati prelevati 27 ml di sangue per ogni paziente o 
donatore sano in provette da 9 ml in EDTA. 
Per separare il sopranatante contenete le cellule della serie 
bianca dal resto del sangue, è stato utilizzato un gradiente di 
ficoll: 
è stato portato a volume di 35 ml  il sangue prelevato 
diluendolo in pbs; 
15 ml di ficoll sono stati versati in una Falcon da 50 ml e 
successivamente è stato versato il sangue diluito mantendo 
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la pipetta aderente alla parete della provetta in modo da non 
versare il sangue al di sotto del ficoll 
La provetta è stata centrifugata a 150 rpm per 30 minuti. 
È stato poi estratto il sopranatante. 
Successivamente sono stati eseguiti 2 lavaggi con pbs 
addizionato 2% di fbs e centrifugando il tutto per 10 minuti 
alla velocità di 135 rpm. 
Il buffy coat è stato isolato e poi successivamente diluito con 
pbs al 2 % di fbs allo stesso volume; 
successivamente è stato risospeso il pellet in egm2mv o 
CFU-HILL in 3ml di terreno e quindi seminato in piastre da 
24 pozzetti coatate con fibronectina al volume di 2 ml per 
well (circa 1.500.000 cellule) dopo una conta cellulare con 
metil violetto al microscopio ottico. 
La piastra è stata poi riposta in incubatore alla temperatura di 
37°C per 5 giorni. 
Al giorno +5 è stato eseguito il primo cambio di terreno 
previo lavaggio con pbs al 2% di fbs. 
I successivi cambi di terreno sono stati eseguiti ogni 3 giorni 
dopo osservazione al microscopio  
ottico per un massimo di 4 settimane. 
Alamar: 
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è stata impiegata la metodica dell’alamar per la valutazione 
di quale terreno di coltura utilizzare per i successivi 
isolamenti: 
dopo un isolamento di cellule mononucleate come 
precedentemente descritto, al giorno +5 dalla prima semina, 
le cellule sono state staccate dalla piastra per essere 
riseminate in una piastra da 96 well. 
Sono state contate al microscopio ottico con metil violetto. 
La concentrazione di cellule seminate nei pozzetti della 
piastra da 96 well è stata di 160.000 cellule per pozzetto.  
Come terreno è stato utilizzato sia CFU-HILL sia EGM2MV. 
Le cellule sono state seminate con terreni con aggiunta al 
2% di Alamar; ad ogni pozzetto seminato nella piastra da 96 
pozzetti è stato aggiunto terreno nella quantità di 1 ml. 
le cellule sono state fatte riposare per 4 ore in incubatore a 
37°C.  è stato successivamente calutato il metabolismo 
cellulare tramite luminometro per la valutazione della crescita 
cellulare. 
È stato osservato la crescita delle cellule a 4, 6 e 24 ore dalla 
risemina in alamar. 
Per la valutazione del tempo di crescita cellulare massimo 
disponibile, è stata sempre utilizzata la metodica dell’alamar: 
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cellule di uno stesso paziente sono state seminate in piastre 
da 96 pozzetti dopo 5 giorni dal primo isolamento. 
Come precedentemente descritto le cellule sono state 
contate e poi riseminate alla concentrazione di 160.000 per 
pozzetto con terrreno in questo caso CFU-Hill addizionato al 
2% di alamar. 
Le cellule sono state osservate dopo 24-48 e dopo 1-2-3-4 
settimane al luminometro. 
. 
 
Matrigel: 
è stato utilizzato saggio su matrigel (Sigma-Aldrich St 
luois,MO) onde valutare la capacità delle EPCs di 
organizzarsi e indi formare strutture capillaro-simili. 
50 microlitri di matrigel sono stati applicati in ogni pozzetto di 
una piastra da 96 pozzetti e incubati per 1 ora a 37 °C. 
50 microlitri di DMEM contente 10.000 Late-EPCs sono stati 
seminati in gel matrix e incubati a 37°C. 
LA formazione di strutture capillaro-simili è stata 
successivamente osservata a 2, 4 ,6,e 8 ore. 
Inoltre è stata valutata anche dopo 4 settimane dalla messa 
in coltura cellulare. 
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Alizarine Red: 
Le colture di EPCs sono state analizzate per valutare i 
depositi di claio presenti nella matrice. 
Le cellule sono state fissate con formalina a ph neutro e 
quindi aggiunte e colorate con soluzione di Alizarina rossa 
all’1%. 
L’analisi qualitativa è stata fatta utilizzando un microscopio 
ottico. 
L’analisi quantitativa è stata ottenuta tramite la 
risolubilizzazione di alizarina rossa e l’analisi dell’assorbanza 
a 405 nm. 
 
Immunofluorescenza: 
Late EPCs sono state direttamente coltivate su vetrini 
successivamente impiantati in piastre da 24 pozzetti. 
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Le cellule sono state poi fissate alla 3 settimana di coltura in 
2% di paraformaldeide e permeabilizzate con triton 0,2 % X 
100. 
il legame aspecifico è stato preventivamente evitato 
saturando con albumina sierica bovina al 4%. 
 
 
Le celllule sono poi state incubate con anticorpo anti 
osteocalcina (R&D System) e  fitc come anticorpo 
secondario. 
è stato DAPI utilizzato per visualizzare il nucleo al 
microscopio a luce polarizzata.; (ECLIPSE 50L, NIKKON, 
TOKIO). 
 
Aggiunta di calcitriolo e paracalcitolo alle colture 
cellulari: 
Al giorno +5 dall’isolamento, a seguito del primo cambio di 
terreno, è stato aggiunto al terreno 0.1 mcl di calcitriolo e 0.5 
/50 mcl di paracalcitolo onde valutarne l’eventuale tossicità; è 
stato inoltre aggiunto calcio cloruro alla concentrazione di 1,5 
Mm ad ogni cambio di terreno successivo, nei pozzetti in era 
avvenuta una prima aggiunta di calcitriolo e paracalcitolo, è 
stato aggiunto calcitriolo e paracalcitolo. 
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Successivamente dopo la valutazione della tossicità di 
calcitriolo e paracalciltolo la concentrazione dei due farmaci 
è stata stabilita a 0,1 nM. 
 
 
 
 
 
 
                         Risultati 
Coltura cellulare 
Dopo circa 7 giorni dalla semina delle Late EPCs, colonie 
hanno iniziato a formarsi con la tipica forma  a ciottolo gia 
descritta da Ingram; le colonie hanno iniziato a scomparire 
intorno alla 3 settimana di messa in coltura; La vitalità 
cellulare delle EPCs prelevate da donatore sano è stata 
quindi valutata fino a 1 mese di coltura tramite la metodica 
dell’alamar (con alamar si è in grado di valutare il 
metabolismo cellulare) le cellule hanno mostrato un picco di 
crescita fino a 3 settimane (grafico 2). 
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Scelta del terreno di coltura 
In letteratura, sono riportati 2 terreni di coltura per la crescita 
di EPCs: il CFU-Hill e l’EGM2-MV:  
sono stati valutati ambedue per decidere quale utilizzare per 
la crescita cellulare; 
in entrambi i casi la crescita cellulare è stata molto ridotta 
verosimilmente dovuto alla bassa concentrazione di cellule 
seminate; (vedi grafico 2). 
 
le cellule coltivate con CFU-Hill sono comunque più 
numerose e cresciute di più rispetto a quelle  
coltivate con EGM2-Mv come medium per cui è stato deciso 
di optare per il CFU-Hilll come terreno di coltura. 
Valutazione della quantità di calcio paracalci tolo e  calcitriolo 
da addizionare al terreno: 
per valutare un eventuale effetto in senso positivo sulle 
EPCs di calcitriolo e paracalci tolo, si è deciso di aggiungere 
tali farmaci al terreno in coltura:  
dapprima si è cercato di valutare quale fosse la dose tossica 
indi per cui sono stati aggiunti 0.5 e 5 nanogrammi di 
calcitriolo e paracalci tolo nei pozzetti e valutata l’eventuale 
tossicità;  
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inoltre è stato aggiunto calcio cloruro nel terreno alla 
concentrazione di 1.5 mmol. 
Nei pozzetti in cui è stato seminato il paracaclcitolo e il 
calcitriolo alla piu alta concentrazione, le cellule hanno 
mostrato dopo già 3 giorni dalla semina un inizio di picnosi 
andando via via verso l’apoptosi; 
inoltre al giorno +7 nel terreno sono comparsi cristalli di 
ossalato di calcio; 
per questo motivo è stata valutata molto tossica la 
concentrazione dei 2 farmaci (che comunque era 100 volte 
più alta rispetto a quella fisiologica) e si è optato per una 
coltura con 0.5 nanogrammi di ambedue i farmaci. 
 
 
Matrigel 
È stato eseguito saggio con matrigel onde valutare la 
funzionalità delle cellule precedentemente coltivate: 
una voltra seminate le cellule nei pozzetti con matrigel, la 
mobilità di tali clelul ed eventuali cambiamenti morfologici 
sono stati osservato a 2-4-6-8 ore; 
nel donatore sano nel paziente nefropatico in terapia con 
paracalci tolo dopo 4 ore dalla messa in matrigel, le cellule 
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hanno iniziato ad organizzarsi diventando allungate e 
raggiungendo i 4 poli come a cercare di formare un lume di 
un vaso. 
nel paziente nefropatico non in terapia farmacologica con 
calcio, le cellule non si sono organizzate; 
 
 
 
Immunofluorescenza 
È stata valutata la presenza di osteopontina onde valutare la 
possibile attività anti calcifica delle late  EPCs; 
nel soggetto nefropatico, senza aggiunta in vitro di calcitriolo 
o paracalci tolo non vi è espressione di osteocalcina al 
contrario nel paziente nefropatico con aggiunta in vitro di 
calcitriolo sol una bassa espressione; 
nel paziente nefropatico con agguiunta in vitro di paracalci 
tolo vi è alta espressione di osteocalcina. 
 
 
Alizarine red 
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È stato valutata tramite la colorazione di alizarine red la 
capacità di EPCs di assorbire calcio: 
nel paziente nefropatico senza aggiunta di farmaci in vitro e 
nel paziente nefropatico con aggiunta di calcitriolo, l’intera 
matrice si è colorata significando che non vi è attività anti 
calcifica; 
nel paziente con aggiunta di paracalcitolo la matrice non si è 
colorata ma a contrario si sono colorate i citoplasmi cellulari : 
in questo caso le cellule hanno assorbito il calcio presente 
nel terreno. 
È stata eseguita inoltre una quantificazione allo 
spettrofotometro atta a caratterizzare in termini  
numerici la presenza di colorazione rossa di fondo. 
 
                 Conclusioni 
Nel paziente nefropatico è noto come ia prognosi  di tali 
pazienti sia peggiore rispetto alla popolazione sana 
soprattutto per il verificarsi di eventi avversi di tipo 
cardiovascolare; 
è noto come inoltre nel paziente con malattia cronica renale, 
il processo di atro sclerosi vascolare sia accelerato rispetto al 
soggetto sano; 
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recentemente si è ipotizzato che le Endothelial Progenitor 
Cells, per la loro capacità intrinseca di proteggere l’endotelio, 
di comunicare con esso in maniera paracrina e per la loro 
attività angiogenica possano essere coinvolte nel verificarsi 
di eventi cardio-vascolari; 
si è rivolta quindi l’attenzione allo studio di queste ultime 
onde per prima cosa cercare di caratterizzarle da un punto di 
vista biologico e funzionale e in un secondo momento di 
valutare se il possibile inserimento nella terapia del paziente 
nefropatico cronico di vitamina D attivata possa in qualche 
maniera giocare un ruolo favorevole nell’attivazione o 
nell’ampliamento delle funzioni delle EPCs. 
Per prima cosa si è cercato di valutare quale terreno tra i 2 
piu comunemente usati ovvero il CFU-Hill e L’EGM2-mv 
fosse il piu efficace nel coltivare le Late EPCs:si è Optato per 
il CFU-Hill; 
successivamente si è valutato su prelievo da soggetto per 
quanto tempo le cellule fossero in grado di proliferare e di 
formare colonie: 
si è visto con la metodica dell’alamar come esse siano in 
grado di formare colonie fino ad un massimo di circa 3 
settimane. 
Quindi si è valutato eventuali differenza nella crescita di 
colonie tra un soggetto sano e un soggetto  nefropatico non 
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in terapia con Vitamina D attivata e con aggiunta in terapia di 
calcitriolo e paracalcitolo: le colonie sono cresciute 
maggiormente nel soggetto sano e nel pz in terapia con 
vitamina D attivata; 
si è inoltre valutato tramite saggio in matrigel la capacità 
funzionale delle late epc sempre tra soggetto sano, soggetto 
nefropatico non in terapia con calcitirolo e in terapia con 
calcitriolo:fra tutti e tre i campioni,  le cellule prelevate dal 
soggetto sano e dal soggetto in terapia con calcitriolo hanno 
mostrato una migliore capacità di organizzazione migliore 
venendo a supporre che nel paziente nefropatico vi sia un 
deficit di EPCs in termine di funzionalità e di numero e che 
una eventuale terapia con calcitriolo sia eventualmente in 
grado di ripristinare tale deficit. 
Successivamente, ottenuti questi risultati si è cercato di 
comprendere in vitro come le Late EPCs possano essere 
influenzate dall’aggiunta in vitro di calcio; 
per prima cosa si è valutato la concentrazione non tossica di 
calcitriolo e  paracalci tolo in vitro: si è notato che una 
concentrazione di circa 50 Ml è tossica per le cellule 
venendosi a formare cristalli di ossalalato di calcio; si è cosi 
deciso di mantenere una concentrazione di 0.5 ml di 
calcitriolo e 1.5 ml di paracalcitolo;  
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si è successivamente valutata la crescita di colonie tra 
soggetto nefropatico senza aggiunta di vitamina D, con 
aggiunta di calcitriolo e di paracalci tolo: 
il numero di colonie aumentato in quei pozzetti seminati con 
aggiunta al terreno di paracalci tolo; 
nei pozzetti seminati con calcitriolo le colonie iniziano a 
formarsi piu precocemente venendo a mostrare che 
l’aggiunta di vitamina D in qualche maniera riesce comunque 
a migliorare le capacità e il numero delle  Late EPCs. 
Quindi è stata valutata la capacità anti calcifica delle EPCs in 
soggetto nefropatico senza vitamina D, con calcitriolo e 
paracalci tolo; 
dopo l’aggiunta nel terreno di calcio cloruro, è stato fatto un 
saggio con colorazione di alizarine red. 
dopo 3 settimane di coltura: si è visto come nei pazienti in 
terapia in vivo con paracalci tolo e con aggiunta nel terreno 
di paracalci tolo, la matrice non venga colorata quindi non vi 
sia la presenza di cristalli di calcio ma solamente le cellule 
siano al loro interno colorate, venendo quindi a presupporre 
che tali cellule abbiano una verosimile attività anti calcifica; 
si è notato al contrario che la popolazione cellulare prelevata 
da soggetti nefropatici cronici e senza aggiunta di vitamina D 
attivata si ha la piu alta percentuale di colorazione della 
matrice. 
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È stata quindi valutata inoltre con la stessa casistica la 
presenza o meno di osteocalcina che è una proteina 
intracellulare che è espressa per lo piu da cellule con attività 
pro calcifica o comunque con un fenotipo di stampo 
osteogenico: tramite l’immunofluorescenza si è visto che 
cellule dopo la terza settimana di coltura prelevate da 
pazienti in terapia con paracalcitolo e con aggiunta in vitro di 
paracalcitolo, non abbiano un’elevata espressione di questa 
proteina al contrario colonie di pazienti non in terapia in vitro 
ne in vivo, la esprimono ad alti livelli;  
da questi risultati si può quindi presupporre che nei pazienti 
nefropatici da lungo tempo, le Late EPCs sono 
probabilmente dal siero uremico e dalla carenza di Vitamina 
D attivata danneggiate sia per il numero sia per le capacitò 
funzionali; 
l’aggiunta in terapia di alte dosi di paracalci tolo potrebbe 
giocare un ruolo molto importante nell’outcome di tali 
pazienti: la qualità di vita e la durata della vita potrebbe 
essere migliorata in Quanto si potrebbero verificare eventi 
avversi di tipo cardio-vascolare molto minori rispetto al 
paziente non trattato; questo dovuto alla capacità del 
paracalci tolo di migliorare le funzioni delle EPCs di  
protezione del vaso sanguigno e di inibizione del processo di 
aterosclerosi. 
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comunque da notare come molti altri fattori possano entrare 
in gioco come per esempio la presenza in terapia di altri 
farmaci, emodialisi e le comorbidità soprattutto di tipo 
metabolico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
41 
 
EPCs markers expression:
• Cd34
• Cd133
• KDR
• Cd11c
• Cd14
• Cd45
• Cd31
• Cd146
• Cd 105
• Cd 144
• Uea-1 binding
• vWFr
• E-Selectin
• Tie-2/tek
• Ac-LDL
• Cd34
• Cd 133
• KDR
• Cd45-
• Cd14-
• Cd31
• Cd105
• Cd146 
• Cd115-
• vWFr
• UEA-1 
• Ac-LDL
Early epc
Phenotype
Late epc
Phenotype
 
 
Tabella 1: 
 
Differenze nelle espressione di marcatori di superficie tra Early  e Late EPCs. 
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Growth curve 
0,00
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Curva di crescita Late EPCs
Endocult pz B Endocult PzC
Endocult PzD EGM pzB
EGM pzC EGM pzD
+5 +18+15+12+8 +21
 
Valutazione delle curve di crescita delle Late EPCs con EGM2-mv e CFU-hill fino a +21 giorni 
dall’isolamento. Sono state valutate 3 differenti tipi di coltura cellulare: terreno di inizio CFU-hill,, 
con al primo cambio terreno di coltura cfu-hill o egm,2-mv; con EGM2-mv si dall’inizio della coltura 
cellulare 
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Cultures
•No therapy
•paricalcitol
•calcitriol
•0.5ng/ml•0.05ng/ml
 
 
 
 
 
Differenze nella coltura cellulare con aggiunta calcitriolo e paracalcitolo in vitro. 
Il media basale è stato sempre CFU-HILL. 
 
 
 
44 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cultures
• calcitriol • paricalcitol
 
Differenza nello sviluppo di coltura cellulare con aggiunta di calcitriolo e paracalcitolo in 
vitro 
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Immunofluorescence
of osteocalcin
untreated
calcitriol
paricalcitol
ctrl calcitriol paricalcitol
 
 
 
Immunofluorescenza di osteocalcina: 
valutazione dell’espressione di osteocalclcina in pazienti nefropatici non trattati in vivo o 
trattati in vivo con calcitriolo e paracalci tolo e con l’ aggiunta in vitrp di calcitriolo e 
paracalci tolo 
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Alizarin Red
untreated
calcitriol
paricalcitol
ctrl calcitriol paricalcitol
 
 
Valutazione dei depositi di calcio nella matrice con colorazione istologica “alizarine red” in 
pazienti nefropatici non trattati in vivo o trattati in vivo con calcitriolo e paracalci tolo e con l’ 
aggiunta in vitrp di calcitriolo e paracalci tolo 
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Alizarin Red quantification
 
 
Quantificazione di alizarine red in pazienti nefropatici non trattati in vivo o trattati in vivo con 
calcitriolo e paracalci tolo e con l’ aggiunta in vitrp di calcitriolo e paracalci tolo 
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• MNCs
• Growth after
7-21days
• Able to forming
vessels in vitro
• Not secreting
cytokines
• Acting similar to
huvec
 
 
Metodo di coltura di late EPCs. E principali caratteristiche biologiche 
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Late EPCs
Healthy controls
 
 
 
Coltura di Late EPCs da controllo sano 
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Late EPCs
Vit. D Treated
 
 
 
Coltura di Late EPCs da paziente trattato in vivo con alte dosi di Vitamina D attivata 
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Late EPCs
Untreated
 
 
 
Coltura di Late EPCs da paziente nefropatico non trattato in vivo con Vitamina D attivata 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
52 
 
 
 
 
 
Healthy controls
2 hours 8 hours
 
 
Matrigel dopo 2 e 8 ore in controllo sano 
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Vit. D Treated
2 hours 8 hours
 
Matrigel dopo 2 e 8 ore in paziente trattato con vitamina D in vivo 
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Untreated
2 hours 8 hours
matrigel dopo 2 e 4 ore in paziente non trattato con Vitamina D 
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